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^invention concerne une entite fluorescente comportant un fluorophore, lie 
de manure covalente a un ou plusieurs oligonucleotides ou analogues 
d'oligonudeotide et comportant au moins un groupe fonctionnel, introduit ou genere 
sur le fluorophore ou Tun des oligonucleotides ou analogues d'oligonucleotides. 

De nombreuses families de molecules organiques sont utilisees comme 
marqueurs fluorescents de biomolecules dans nombre duplications, notamment 
pour des methodes de diagnostic permettant de suivre ou de quantifier ces 
biomolecules. 

On peut notamment citer les rhodamines, les cyanines, les squaraines ou 
les bodipy dyes . la plupart de ces molecules poss^dent un coefficient d'extinction 
mo | a j re eleve (souvent superieur a 100 000 M" 1 cm* 1 ) et un rendement quantique de 
fluorescence generalement superieur a 20%. 

Toutefois, du fait de leur nature souvent tres hydrophobe, ces molecules 
organiques ont tendance a former des agregats a la surface des biomolecules, 
notamment les proteines, lorsque Ton veut disposer de plusieurs marqueurs 
fluorescents par proteine (U. Schobel et at., Bioconjugate chem., 1999, 10, 1107- 
1114). Ces agregats etant quasiment non fluorescents, le rendement quantique 
moyen des molecules fluorescentes pr6sentes a la surface des proteines est alors 
significativement plus bas que celui des molecules natives. 

Pour pallier ce probleme, il a ete tente dans la litterature d'augmenter la 
nature hydrophile des molecules fluorescentes, notamment par I'ajout de groupes 
sulfonates (US 5,268, 486).On peut aussi citer I'ajout de sucres ou de residus 
carbohydrates a la structure des molecules fluorescentes (WO 98/49176). 
Cependant, I'ajout de ces motifs limite le phenomene d'agn6gation sans le 
supprimer. 

D'autres voies ont ete aussi utilisees pour eviter la baisse de rendement 
quantique de fluorescence apres marquage a des proteines. La demande 
WO 98/26287 decrit un precede utilisant des cyclodextrines pour encapsuler des 
molecules fluorescentes a la surface des proteines et limiter leur agregation. 
Cependant, cette technique ne fonctionne pas de manlere satisfaisante avec tous 
les types de molecules. 

II a ete recemment decrit une technique permettant d'obtenir des proteines 
ne possedant £ leur surface qu'une seule molecule fluorescente et de pouvoir ainsi 
maintenir un rendement quantique eleve en evitant le phenomene d'agregation 
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(Winckler et a!., Specific labeling of proteins using reactive affinity tag-dye systems, 
SBS Conference, Vancouver, 2000). Ce systeme est limitant puisqu'il ne permet 
pas de disposer de plusieurs molecules fluorescentes par proteine. 

Le probleme a resoudre consiste done a fournir un marqueur pouvant etre 
5 lie a une biomolecule, dont les proprietes photophysiques ne soient pas alterees, 
notamment par des phenomenes d'agregation, lorsque plusieurs de ces marqueurs 
sont lies simultanement a une biomolecule, en particulier une proteine. 

Selon rinvention, ce probleme peut etre resolu par la liaison du fluorophore a 
un ou plusieurs oligonucleotide(s) ou analogue(s) d'oligonucleotide(s), le compose 
10 ainsi forme comportant de plus uri ou plusieurs groupe(s) reactionnel(s) permettant 
sa liaison a une molecule porteuse. 

L'invention concerne done, selon un premier aspect, une entite fluorescente 
comportant un fluorophore a I'exception d'un cryptate de terre rare, lie de maniere 
covalente a un ou plusieurs oligonucleotide(s) ou analogue(s) d'oligonucleottdets), 
15 caracteris§e en ce qu'elle comporte au moins un groupe fonctionnel, introduit ou 
genere sur le fluorophore ou sur Tun des oligonucleotides ou analogues 
d'oligonucleotide. 

Le fluorophore de I'entite selon l'invention comprend de preference un ou 
plusieurs noyaux aromatiques et a un coefficient d'extinction molecuiaire eleve, 
20 superieur a 20000, de preference superieur a 50000. 

Ledit fluorophore est de preference choisi parmi les rhodamines, les 
cyanines, les squaraines, les bodipys , les fluoresceines et leurs derives. 

Le terme « oligonucleotide » designe indifferemment les 
oligodesoxyribonucleotides (fragment d'ADN) ou les oligoribonucleotides (fragment 
25 d'ARN). 

Par « oligonucleotide ou analogue d'oligonucieotide » on entend dans la 
presente description : 

- soit un enchainement d'unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides 
liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester ; 
30 - soit un enchatnement d'unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides ou 

d'unites analogues de nucleotides modifiees sur le sucre ou sur la base et liees 
entre elles par des liaisons internucleotidiques naturelles de type phosphodiester, 
une partie des liaisons internucleotidiques etant eventuellement remplacee par des 
liaisons phosphonate, phosphoramide ou phosphorothioate. Ces differentes families 
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^oligonucleotides sont decrites dans Goodchild, Bioconjugate Chemistry, 1(3), 
May/June 1990, 77-99 ; 

- soit un enchaTnement comprenant a la fois des unites ribonucleotides ou 
desoxyribonucleotides liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester et 
des unites analogues de nucleosides liees entre. elles par des liaisons 
amides, communement denommes « PNA » (en anglais « peptide nucleic acid »), 
tel que decrit dans M. Egholm et aL, J. Am. Chem. Soc, 1992, 114, 1895-1897 ; de 
tels composes sont par exemple decrits dans R. Vinayak et aL, Nucleoside & 
Nucleotide, 1997, 16 (7-9), 1653-1656. 

- soit un enchainement d'unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides 
dans lequel une partie des nucleosides ou des liaisons internucleotidiques ont ete 
modifiees par rapport a un oligoribonucleotide ou un oligodesoxyribonucleotide 
naturel forme des nucleosides communs (adenosine, desoxyadenosine, cytidlne, 
desoxycytidine, guanosine, desoxyguanosine, uridine ou thymidine) lies par des 
ponts phosphates, par exemple un oligonucleotide phosphorothioate (OPT) dans 
lequel tout ou une partie des ponts phosphates ont ete remplaces par des ponts 
thiophosphates (P.J. Romaniuk, F. Eckstein (1982) J. Biol. Chem. 257, 76B4). 

L'utilisation de chacun de ces types d'oligonucleotides constitue un aspect 
avantageux de I'invention. 

On entend par « analogue » de nucleotide ou de nucleoside un nucleotide/ 
nucleoside comportant au moins une modification portant sur le sucre ou la 
nucleobase ou une combinaison de ces modifications. A titre d'exemple, on peut 
citer les modifications suivantes : 

I. Modifications concernant le sucre (analogues de nucleotides ou de 
nucleosides) : 

1°) La partie sucre peut etre modifiee en ce que la configuration des 
hydroxyles (libres ou engages dans un pont phosphate) est differente de la 
configuration natureile (qui est respectivement p-D-6rythro en serie ADN et p-D-rtoo 
en serie ARN) comme dans les analogues ayant le squelette p-D-arab/no- 
pentofuranoside ou p-D-xy/o-pentofuranoside, par exemple. 
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2°) La structure peut etre modifiee en ce que les liaisons iniemucleotidiques 
sont ds type 2* -» 5\ tel que dans le cas des derives (3-D-r/7?o-psntofuranoside-2- 
phosphate ou S'-desoxy-p-D-e/yf^fD-pentofuranoside-Z-phosphate. 

II existe des nucleotides dont la structure regroupe les deux modifications 
5 precedentes, tel que le (3-D-xy/o-pentofuranoside-2'-phosphate. 

3°) La structure peut differer du modele natural en ce que la configuration du 
carbone 4' est opposee, c'est le cas a-L^/7reo-pentofuranoside-3' -phosphate. La 
difference peut porter sur la configuration du carbone en 1 ' (position anomerique) 
c'est le cas du a-D-e/yf/?ro-pentofuranoside-3-phosphate. II existe des nucleotides/ 
10 nucleosides dont la structure regroupe les deux modifications precedentes, tel que 
le p-L-f/?ra>pentofuranoside-3'-phosphate. 

4°) La structure peut differer du modele naturel en ce que Poxygene en 4' 
est remplace par un carbone (analogue carbocyclique) ou par un soufre tel que le 
4'-Thio-p -D-e/3^/7ro-pentofuranoside-3'-phosphate. 
15 5°) La structure peut differer du modele naturel en ce que Tun des hydroxyle 

du sucre est alkyle, par exemple dans le squelette 2'-0-Alkyl-p-D-rtf>o- 
pentofuranoside-3'-phosphate, le groupe alkyle pouvant etre par exemple le groupe 
methyle ou allyle. 

6°) La structure peut differer du modele naturel en ce que seule la partie 
20 sucre est conservee comma dans le 1,2-didesoxy-D-ery^/'o-pentofuranose-3- 
phosphate, ou en ce que le sucre est remplace par un polyol comme le propanediol. 

II. Modifications concernant la nucleobase (analogues de nucleotide) : 

1°) La nucleobase peut etre modifiee en ce que les substituants des bases 
25 naturelles sont modifies comme dans la 2,6-diaminopurine, I'hypoxanthine, la 4- 
Thio-thymine, le 4-Thio-uracil, ou ie 5-Ethynyl-uraciI. 

2°) Les positions des substituants peuvent etre permutees par rapport aux 
bases naturelles tel que dans P Isoguanosine ou Nsocytosine. 

3°) Un atome d'azote de la nucleobase peut etre remplace par un carbone 
30 comme dans la 7-Deaza-guanosine, la 7-Deaza-adenine. 

III. Modifications concernant la liaison internucleotidique : 

Par ailleurs, comme mentionne ci-dessus, les liaisons entre les unites sucres 
ou leurs analogues peuvent egslement etre modrfiees, par exemple en remplagant 




un ou plusieurs des atomes d'oxygene de la liaison phosphodiester naturelle par un 
carbone (serie phosphonates), un azote (serie phosphoramides), ou un soufre 
(phosphorothioates). 

5 Les liaisons internucleotidiques peuvent etre egalement remplacees par des 

liaisons amides comme dans les analogues ^oligonucleotides de type « PNA ». 

Selon un aspect pr§fere, I'oligonucieotide est constitue d'un enchainement 
comprenant a la fois des unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides liees 
entre elles par des liaisons de type phosphodiester et des unites analogues de 
10 nucleosides liees entre elles par des liaisons amide. 

En particulier, dans ce cas, ledit oligonucleotide peut comprendre au moins 
5 liaisons internucleotidiques de type phosphodiester a I'extremite destinee a etre 
liee au fluorophore. 

De preference, ledit oligonucleotide ou analogue d'oligonucleotide comprend 
15 de 5 a 60 unites nucleotidiques, en particulier de 5 a 20, de preference 5 a 15 
unites nucleotidiques. 

L'entite fluorescente selon ['invention doit comporter au moins un groupe 
fonctionnei permettant son couplage avec une molecule porteuse. 

Avantageusement, le groupe fonctionnei est une fonction amine d'une unite 
20 nucleotidique de ('oligonucleotide ou de ('analogue d'oligonucleotide, ou resulte de 
la reaction d'une fonction amine libre d'une unite nucleotidique de I'oligonucieotide 
ou de I'analogue d'oligonucleotide a Taide d'un reactif homo-bifonctionnei ou hetero- 
bifonctionnel permettant d'introduire un groupe fonctionnei choisi parmi les groupss 
ester active d'un acide carboxylique, acide carboxylique, isothiocyanate, aldehyde, 
25 carbonyle, halogenure de sulfonyle, halogenure d'alkyle, azide, hydrazide, 
dichlorotriazine, anhydride, halogenoacetamide, maleimide et sulfhydryle. Les 
reactifs homo-bifonctionneis et hetero-bifonctionnels ainsi que leur utilisation sont 
decrits dans « Bioconjugation » (chapitres 5.3 a 5.6, M. Aslam & A. Dent, 
Macmillan, London, 1998). 
30 Ledit groupe fonctionnei peut, par exemple, n§sulter de la reaction d'une 

fonction amine libre d'une unite nucleotidique de I'oligonucieotide ou de I'analogue 
d'oligonucleotide avec un ester de N-hydroxysuccinimidyle. 
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Seion un aspect prefere, le groupe fonctionnel est choisi parmi les groupes : 
maleimide, acide carboxylique, haloacetamide, halogenure d'alkyle, azido, 
hydrazido, aldehyde, cetone, amino, sulfhydryl, isothiocyanate, isocyanate, 
monochlorotriazine, dichlorotriazine, aziridine, halogenure de sulfonyle, halogenure 
5 d'acide, hydroxysuccinimide ester, hydroxysulfosuccinimide ester, imido ester, 
hydrazide, azidonitrophenyl, azidophenyl, azide, 3-(2-pyridyl dlthio)-proprionamide, 
glyoxal et plus particullerement les groupements de formule : 



Ill 
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-NHf-(CH 2 ) n NCS 



-^-C-NH^(CH 2 ) n NCO ; 



—(-c--NH-^—(cn 2 )— ^^-ncs ; 



o 



o 



o o V-, 

/ II \ II / 

4-C — NH-4— (CH 2 ) n C-O-N 

o 



o 

-fi-»4 



so. 



-C — NH — j — (CH 2 ) n -C-O-N 
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O 

-(-C-NH4 



o 



o o 

-^-C-NH-^-(CH 2 ) 0 -S — S — Ar ; — ^-C-NH-j- (CH 2 )„-NH-Ar ; 



O 
II 

-C 

o 



-NH-f-CCH^-N, ; 
/P 



O 

-C-NH-4-(CH 2 ) n 



0 
II 




N 



3 ' 



■^C— NH-^CH^-NHj ou — ^-C-NH-}— (CH 2 )„- SH 



/P 
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ou n varie de 0 a 8 et p est egal a 0 ou 1 , et Ar est un heterocycle a 5 ou 6 chainons 
comprenant 1 a 3 heteroatomes, eventuellement substitue par un atome 
cThalogene. 

Selon un aspect avantageux, le ou les groupes fonctionnels sont lies au 
5 fluorophore et/ou a Toligonucleotide par I'intermediaire d'un bras d'espacement 
constitue par un radical organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene 
lineaires ou ramifies en Ct-C 20 , contenant eventuellement une ou plusieurs doubles 
liaisons ou triples liaisons et/ou contenant eventuellement un ou plusieurs 
heteroatomes, tels que Toxygene, I'azote, le soufre, le phosphore ou un ou 
10 plusieurs groupe(s) carbamoyle ou carboxamido ; les groupes cycloalkylene en C 5 - 
C 8 et les groupes arylene en C6-C 14l lesdits groupes alkyl&ne, cycloalkylene ou 
arylene etant eventuellement substitues par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 
En particulier, le bras d'espacement est choisi parmi les groupes : 



o 




dans lesquels rh et sont compris entre 2 et 6. 
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Selon un aspect prefere, I'invention concerne une entite fluorescente de 
formule (I) 



10 



15 




5 (l) 
dans laquelle : 

- A represente un groupe choisi parmi : 



Y 

HC==<^ 

N 



— N(R 3 ) f 

r = 2 ou 3 




r = 2 ou 3 



les lignes en pointiil6 represented chacune les atomes de carbone necessaires 
pour former 1 a 3 cycles fusionnes, les groupes R3 etant attaches a ces cycles ; 
. X et Y represented chacun N, C=0, O f S ou C(CH 3 ) 2 

- m vaut 1 , 2, 3 ou 4 ; 
20 - qvaut1,2ou3; 

- (R3> q represente q groupes R 3f identiques ou differents ; 

les groupes R lf R 2l R 3 sont identiques ou differents sont choisis parmi 
t'hydrogene; un groupe -(CH2VZ dans lequel s varie de 0 a 4 et Z represente 
un groupe CH 3 , S0 3 H, OH ou N + RiR2R3 dans lequel R-|, R2 et R3 sont tels 




que definis ci-dessus ; un groupe fonctionnel tel que defini plus haut ; et un 
oligonucleotide ou analogue ^oligonucleotide cornportant eventuellement un 
groupe fonctionnel tel que defini plus haut; 
- R4 est choisi parmi :H ; OH ; CH 3 ; CI et les groupes de formule : 

5 




les substituants R 4 en position allylique pouvant former avec la chaTne 
polyethylenique 1 a 3 cycles fusionnes contenant de 4 a 14 atomes, satures ou 
non T lesdits cycles pouvant contenir un ou plusieurs atomes de O, N, S et 
10 Eventuellement etre substitues par un groupe oxo. 

Des entites fluorescentes preferees selon {'invention repondent aux formules 
(II) et (III) 
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o 




Oil) 



dans lesquelles les lignes en pointiile, Ri,R 2 , R 3 „ R4, X, m et q sont tels que 
definis ci-dessus pour la formule (I). 

Avantageusement, invention concerne des entites fluorescentes de formule 
OV). (V), (VI) ou (VII) 
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(VI!) 

dans lesqueiles Ft,, R 2 , R 3 et R 5 sont identiques ou differents et sont choisis parmi 
5 I'hydrogene; un groupe -(CH2) S -Z dans lequel s varie de 0 a 4 et Z represente un • 
groupe CH 3 , SO s H, OH ou N + R 1 R 2 R3 dans lequel R 1t R2 et R3 sont tels que 
definis ci-dessus ; un groupe fonctionnel ou un oligonucleotide ou analogue 
d'oligonucleotide tel que defini plus haut. 

Selon un autre aspect prefere, Tinvention concerne une entite fluorescente de 
10 formule (VIII) 



15 




20 (VIII) 

dans laquelle les substituants R 6 a R i2 sont choisis parmi : Thydrogene ; un 
halogene ; un alkyle ; un cycloalkyle ; aryl ; arylalkyl ; acyl ; sulfo ; un groupe 
fonctionnel ou un oligonucleotide ou analogue d'oligonucleotide te que defini plus 
haut. 

25 Une autre entite fluorescente selon Pinvention repond a la formule (IX) 



A 
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R-, R 2 



(IX) 

dans laquelle R-j, R2, R3, R4, X t Y, m et q sont tels que definis plus haut 
5 Des entiles de formule (IX) t particulierement preferees sont celles dans 

lesquelles X et Y represented un groupe C(CH 3 ) 2 , ainsi que celles dans lesquelles 

- R-, et R 2 represented un alkyle comportant de i a 4 atomes de carbone 
ou un groupe de formule ci-dessous, Tun au moins des groupes R-| et 
R2 representant un groupe de formule ci-dessous : 

O 

— (H 2 C) 5 — COO N 

Y 

O 

10 

R 4 represente l'hydrog§ne 

- q = 1,m = 2 

R 3 represente I'hydrogene; un groupe -(CH2) S -Z clans lequel s varie de 0 a 4 
et 2 represente un groupe CH3, S0 3 H, OH ou N + R<jR2R3 dans lequel R-|, R2 et 
15 R3 sont tels que definis ci-dessus ; un groupe fonctionnel ou un oligonucleotide ou 
analogue d'oligonucteotide tel que d6fini plus haut ; 
- R4 est choisi parmi : H ; OH ; CH 3 ; CI et les groupes de formule : 





•COOH 



les substituants R4 en position allylique pouvant former avec la chaTne 
polyethylenique 1 a 3 cycles fusionnes contenant de 4 a 14 atomes, satures ou 
5 non, lesdits cycles pouvant contenir un ou plusieurs atomes de O, N, S et 
eventuellement etre substitues par un groupe oxo. 

Avantageusement, I'entite fluorescente selon I'invention comporte un 
fluorophore qui est lie de maniere covalente a roligonucleotide, soit directement, 
soit par I'intermediaire d'un bras d'espacement. 

10 Ce bras d'espacement peut etre par exemple constitue par un radical 

organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en C1- 
C 20 , contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou triples liaisons 
et/ou contenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, tels que Toxygene, 
I'azote, le soufre, le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyie ou 

15 carboxamido ; les groupes cycloalkylene en C 5 -C 8 et les groupes arylene en C B -C 14 , 
lesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou aryiene etant eventuellement substitues 
par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate ou choisi parmi les groupes : 




o 




5 

O 




MH-(CH 2 )n 2 — 



dans lesquels rii et n 2 sont compris entre 2 et 6. 

L'invention conceme egalement, selon un aspect ulterieur, les conjugues 
10 fluorescents constitues d'une entite telle que definie ci-dessus liee de maniere 
covalente a une molecule porteuse. 

Des conjugues avantageux sont ceux dans lesquels le rapport molaire final, 
defini comme le nombre de moles d'entites fluorescentes par molecule porteuse, 
est superieur a 0 et inferieur a 100, de preference inferieur a 20. 
15 La molecule porteuse est par exemple un anticorps, un antigene, un 

messager intracellulaire, un messager intercellulaire, une proteine, un peptide, un 
haptene, une lectine, la biotine, I'avidine, la streptavidine, une toxine, un gfucide, un 




oligosaccharide, un polysaccharide, un acide nucleique, une hormone, une 
vitamine, un medicament, un polymere, une particule polymerique, du verre, une 
particule de verre ou une surface en verre ou en polyrnere. 

^utilisation des entites fluorescentes selon I'invention permet de realiser 
5 des conjugues presentant une agregation du fiuorophore quasiment nulle. Des lors 
, le rendement quantique du fiuorophore peut etre presque totalement conserve 
apres liaison a des molecules porteuses, meme lorsque le rendement molaire final 
(nombre de moles d'entites fluorescentes par molecule porteuse) augmente. 

Ceci rend ces conjugues tres interessants pour une utilisation dans un 

10 systeme fluorescent utilisant le transfert d'energie non radiatif (type HTRF). lis 
presentent aussi un grand interet dans des techniques de detection par 
fluorescence plus classiques oQ le nombre de fluorophores par molecule porteuse , 
le rendement quantique et le coefficient d'extinction molaire du fiuorophore sont des 
criteres pr£ponderants pour la sensibilite de ces systemes . 

15 [.'invention concerne done Sgalement I'utilisation d'une entite fluorescente ou 

d'un conjugue fluorescent tels que definis ci-dessus comme traceur(s) 
fluorescent(s) f par exemple pour la detection et/ou la determination par 
fluorescence d'un analyte dans un milieu susceptible de le contenir ou pour la 
determination d'une interaction entre biomolecules ; pour la determination d'une 

20 activite biologique telle que : une activite enzymatique, I'activation d'un recepteur 
membranaire, la transcription d'un gene, un transport membranaire, une variation 
. de la polarisation membranaire, en particulier dans un precede de criblage de 
medicaments. 

Les conjugues fluorescents selon I'invention peuvent etre utilises en tant que 
25 composes fluorescents accepteurs en presence de composes fluorescents 
donneurs ou en tant que composes fluorescents donneurs en presence de 
composes fluorescents accepteurs, en particulier en microscopie de fluorescence, 
en cytometrie de flux, en polarisation de fluorescence ou en correlation de 
fluorescence. 

30 lis peuvent egalement etre avantageusement utilises en tant qu'agent de 

. contraste pour I'imagerie optique in vivo . 

L'invention a encore pour objet un procede de diminution du phenomene 
d'agregation a la surface d'une molecule porteuse liee a un fiuorophore, caracterise 



• 
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en ce qu'on utilise a la place dudit fluorophore une entite fluorescente telle que 
definie ci-dessus. 

Enfin, invention a pour objet un procede d'augmentation de rendement 
quantique d'un fluorophore lie a une molecule porteuse, caracterise en ce qu'on 
utilise comme fluorophore une entite fluorescente telle que definie ci-dessus. 

Les entites fluorescentes selon I'invention peuvent etre preparees comme 
decrit ci-dessous en couplant des oligonucleotides « fonctionnalises » avec un 
fluorophore. 

Par « oligonucleotide fonctionnalise », on entend dans la presente 
description un oligonucleotide comportant au moins une fonction chimiquement 
reactive ou un groupe chimique (tel qu'un groupe fluorescent) qui n'est pas present 
dans un oligonucleotide naturel et resultant de Incorporation d'un nucleotide 
modifie ou d'une unite non-nucleotidique portant cette fonction chimiquement 
reactive ou ce groupe chimique. Cette fonction chimiquement reactive permet entre 
autre de realiser la synthese de conjugu£s ^oligonucleotides ou ^oligonucleotides 
modifies. Les termes « fonction chimiquement reactive » t « nucleotide modifie », 
« unite non-nucleotidique » et « conjugues d'oligonucleotides » s'entendent dans le 
sens decrit par exemple dans la revue de J. Goodchild [Conjugates of 
oligonucleotides and modified oligonucleotides: A review of their synthesis and 
properties. Bioconjugate chemistry, (1990) 1(3), 77-99]. Le terme « oligonucleotide 
naturel » designe un polynucleotide forme par Tenchainement d'unitees 
nucleotidiques existantes dans les acides nucleiques [Abbreviations and symbols 
for the description of conformations of polynucleotide chains. Eur. J. 
Biochem.(-\983) 131, 9-15]. 

Les exemples suivants illustrent non limitativement Tinvention. 

Les abreviations suivantes sont utilisees : 

DTT : dithiothreitol 

DSS : suberate de N-(disuccinimidyle) 

GST : glutatione S-transferase 

MOPS : acide 3-[N-morpholino]propanesulfonique 

SPDP : N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionate 

SSMCC: ester 3-sulfo-N-hydroxysuccinimide de I'acide 4-(N-maleimidom6thyl)- 



TEAB : 



cyclohexane-1 -carboxylique 
hydrogenocarbonate de triethylammonnium 



m 
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TEA Ac : acetate de triethylammonium contenant 10 % d'acetonitrile. 

1/ SYNTHESE PES CQNJUGUES 

5 Exempie 1 : Synthese des composes CY5-T15-hexylsmine, CY5-T10- 
heKylamine, CYS-TS-heuylamine 

Cet exempie decrit la synthese d'un oligonucleotide de sequence T 5l T 10 ou 

T 15 fonctionnalise en son extremite 5' par une molecule de cyanine tel que la CY5 
10 non sulfonee et en son extremite 3' par un bras portant un groupe amine 

susceptible d'etre utilise pour le marquage d'une molecule biologique d'interet La 

structure generate peut etre symbolisee par 5 (CY5-TTT TTT TTT T-hexylamine)^. 

Le terme hexylamine designe un bras compose de 6 atomes de carbone, 

substitue ou non et portant une fonction amine. 
15 Dans le present exempie un bras 2-hydroxymethyl-6-aminohexanol est relie 

par un pont phosphate forme entre I'hydroxyle en 3' du nucleotide situe a I'extremite 

3' et le 2-hydroxy methyl du bras. 

On utilise un support solide du type CPG (pour« Controlled Pore Glass ») 

dassiquement utilise pour la synthese des oligonucleotides. Un tel support est dit 
20 « fonctionnalise » car sur le CPG est greffee une structure chimique portant une 

fonction amine protegee, capable apres deprotection finale de Toligonucleotide, de 

liberer une fonction amine primaire aliphattque. 

On utilise un derive phosphoramidite de la thymidine, disponible dans le 

commerce, pour la synthese de la sequence T 15 . 
25 On utilise un derive phosphoramidite d'une cyanine non-sulfonee, disponible 

dans le commerce permettant Introduction directe du marqueur fluorescent tei que 

la cyanine (CY5) en position 5 J de I'oligonucleotide. 

La synthese est realisee a I'aide d'un synthetiseur automatique d'ADN 

(Applied Biosystems type 392) sslon le protocole du fabricant. La colonne contenant 
30 le support solide (CPG) greffe (lumole) avec un derive 2-0-Dimethoxytrityl-6- 

fluorenylmethoxycarbonylamino-hexane-1-succinoyl-long chain alkylamino-CPG est 

placee sur le synthetiseur, on effectue ia synthese de la sequence T 15 en effectuant 

quinzes cycles de synthese a I'aide du derive phosphoramidite de la thymidine, puis 
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on effectue un cycle de couplage en utilisant le derive phosphoramidite de la 
cyanine non-sulfonee (CY5). 

A Tissue de cette synthese, l3 colonne est soumise a un traitement 
ammoniacal ( environ 2 ml d'ammoniaque aqueuse 28%), permettant de couper la 
liaison entre I'oligonucleotide et le support CPG, selon le protocole du fabricant. Le 
flacon permettant de collecter ('oligonucleotide libera est scelle, maintenu a 50-55°C 
pendant 2 h, puis ramene a temperature ambiante. Le contenu du flacon (2 ml) est 
ensuite transfere dans un tube en polypropylene de 5ml puis evapore a sec sous 
vide 3 I'aide d'un speed-vac. Le residu est ensuite repris par 500 |jl de TEAB 10mM. 
La solution obtenue contient ('oligonucleotide « brut » contient de fagon 
preponderate la sequence voulue 5 \CY5-(T) 15 -2-oxymethyl-6-aminohexanol) 3 .. 

^oligonucleotide pur 5 (CY5-(T) 15 -2-oxymethyl-6-aminohexanoI)3' est obtenu 
apres purification HPLC sur une colonne LiChrospher RP-i8 e 250-10 (10p) (Merck) 
a I'aide d'un gradient d'aceton'rtrile dans TEAAc aqueux (tampon A : 5% acetonitrile 
dans 25mM TEAAc , tampon B : 50% acetonitrile dans 25mM TEAAc ; debit 5 
ml/min, gradient lineaire de 10% B a 20% B en 20 min puis gradient lineaire de 20% 
a 100% de B en iO min. Les sequences incompletes et ne comportant pas de CY5 
sont eluees vers 20 min, les fractions contenant la sequence voulue 5 (CY5-(T) 15 -2- 
oxymethyl-6-aminohexanol) 3 sont collectees vers 28 min (ces fraction sont colorees 
en bleu par la presence du groupe CY5). 

Les fractions contenant la sequence desiree sont reunies, evaporees a sec 
a {'aide d'un speed-vac, le residu etant repris par de I'eau pure. Un spectre 
UV/visible (210 nm a 750 nm) realist sur une dilution de cette solution permet de 
connaTtre la concentration de I'oligonucleotide par son absorbance a 260 nm et de 
caracteriser la presence du groupe cyanine (CY5) par son absorbance a 650 nm. 

Les composes CY5-T10-hexylamine et CY5-T5-hexylamine sont synthases 
de la meme fagon en faisant varier le nombre de cycles de synthese dans le 
synthetiseur automatique. 

Example 2 : Activation des composes CYS-TIS-hessylsmine, CY5-T10- 
hexylsmine, CY5-T5-hexylamine en 3' au SSMCC 

Le compose CY5-T15-hexylamine obtenu dans I'exemple 1 est dissout dans 
un tampon P0 4 200 mM et le pH est ajuste a 8. 




On rajoute a la solution obtenue 250 equivalents de SSMCC. Le melange 
reactionnel est incubs 30 min a temperature ambiante, sous agitation. 

Le compose CY5-T15 NHS par SSMC, ci-apres designe CY5-T15- 
maieimide, est purifie sur colonne HR 10/30 G25 (SF) en tampon P04 10 mM, 2mM 
5 EDTA, pH7. La purification est effectuee a 60 ml/h. 

La solution de CY5-T15-maleimide est concentree par evaporation au speed 

vac. 

On precede de la meme fagpn pour CY5-T10-hexylamine. 
Pour I'activation du compose CY5-T5-hexylamine, on utilise seulement 150 
10 equivalents de SSMCC. Une etape supplemental de purification sur colonne HR 
1 0/30 est necessaire. 

Exemple 3 : Activation de CY5-T15-hexylamine en 3' par le DSS (N- 
(Disuccinimidyl suberate) 
15 Le compose CY5-T15-hexylamine obtenu dans I'exempie 1 est repris dans 

10 pi de tampon MOPS 100 mM pH 7,6 et 5 pi d'acetonitrile. 

On ajoute a la solution obtenue 150 equivalents de DSS (35 mg/ml en DMF). 

Le melange reactionnel est incube durant une nuit a 4°C avec agitation. 

Le compose CY5-T15-hexylamine active au DSS, ci-apres designe CY5- 
20 T1 5-NHS est purifie sur colonne NAP 5 G25 (SF) en tampon MOPS 5mM pH 6,5. 

Le compose CY5-T1 5-NHS est ensuite concents par plusieurs precipitations 
au butanol et centrifugations. Le culot est repris dans I'eau. 

On procede de la meme fagon pour I'activation des compose CY5-T10- 
hexylamine et CY5-T5-hexylamine. 

25 

Exemple 4 : Preparation du conjugue CY5-(T) n - hexylamine active par SSPJICC 
(exemple 2) - anticorps anti-GST (GSS11) 

GSS11-T15-CY5 lot02B (mal) : 

30 L'anticorps GSS11 (CIS bio international, France) en tampon carbonate 

0.1 M ph9 est active par Tajout de 8 equivalents de SPDP durant 30 min a 
temperature ambiante sous agitation puis par Tajout de 20 mM final de DTT 15 min 
a temperature ambiante sans agitation. 




II est purifiS sur une colonne HR 10/10 en G25 (SF) en tampon P0 4 0,1M 

ph7. 

L'anticorps ainsi active est melange a I'oligonucleotide CY5-T15- maleimide 
obtenu dans I'exemple 2 avec un rapport molaire initial de 7,6 CY5-T15-maleimide / 
5 anticorps GSS1 1 . L'incubation est de 1 8 a 20 h a +4°C. 

La concentration de l'anticorps pendant le couplage est de 0,5 mg/ml . 

GSS11-T15-CY5 lot 03 (msl) : 

L'anticorps GSS11 est uniquement active par i'ajout de DTT a une 
10 concentration de 5 mM. 

On procede ensuite comme pour le lot 02B ci-dessus, avec un rapport 
molaire initial de 10,8 CY5-T15-maleimide / anticorps GSS11. 

La concentration de l'anticorps pendant le couplage est, dans ce cas, de 
0,68 mg/mL 

15 

GSS11-T5-CY5 lot 01 (mal) : 

On procede comme pour le lot 02B ci-dessus, avec un rapport molaire initial 
de 8 CY5-T5-maleimide / anticorps GSS1 1 . 

La concentration de l'anticorps pendant le couplage de 0 t 9mg/ml. 

20 

GSS11-T10-CY5 lot 01 (mal) : 

On procede de la meme fa$on que pour le GSS1 1-T5-CY5 lot 01 (mal) 
Les produits de couplage sont purifies sur colonne HR 10/30 en Superdex 
200 a 60 ml/h. 

25 Le tampon d'elution est un tampon phosphate 0,1 M pH7. 

Le suivi des purification se fait en utilisant un detecteur a barrettes de diodes 
(suivi a differentes longueurs d'onde). 

Exemple 5 : Preparation du conjugue GY5-(T) n - he;cylamine active par DSS 
30 (exemple 3) - anticorps anti-GST (GSS11) 



GSS11-T15-CY5 lot 01 (MHS ) : 

L'anticorps GSS11 en tampon carbonate 0,1 M pH 9 est melange a la 
solution CY5-T15-NHS obtenue dans I'exemple 3. Le rapport molaire initial est de 8 




CY5-T15-NHS / anticorps. La concentration de I'anticorps pendant ie couplage est 
de 3 t 3 mg/ml. Uincubation est de 30 min a temperature ambiante sans agitation. 

GSS1 1 -T1 5-CY5 lot 02 (tMHS) : 
5 Le protocole est le m§me que pour GSS11-T15-CY5 lot 01 NHS avec un 

rapport molaire initial de 12 CY5-T15-NHS / anticorps. Uincubation est de 2h30 a 
temperature ambiante mais avec agitation. 

Les produits de couplage sont purifies sur colonne HR 10/30 en Superdex 
200 a 60 ml/h. Le tampon dilution est un tampon phosphate 0,1 M pH7. 
10 Le suivi des purification se fait en utilisant un d£tecteur a barrettes de diodes 

(suivi a differentes longueurs d'onde. 

Exemple 6 : Synthese du conjugue CY5sulfo-GSS11 

Ces conjugues qui ne comprennent pas d'oligonucleotide servent de . 
15 composes de reference pour montrer les avantages des conjugues selon 
('invention. 

On utilise ici une cyanine sulfonee et non pas une cyanine non-sulfonee ?. 
comme dans les exemple precedents car le rendement quantique de cette derniere i 
est quasi nul si elle n'est pas coupiee a un oligonucleotide. > 

20 

GSS11-CY5sutfo lot MS : 

On ajoute de la cyanine sulfonee (CYSsulfo) mono NHS a de I'anticorps 
GSS11 en tampon carbonate 0,1M pH 9. 

Le rapport molaire initial est de 4 CYSsulfo / anticorps. 
25 L'incubation est de 1 h a temperature ambiante avec agitation, la 

concentration de Panticorps pendant le couplage est de 5,2 mg/ml. 

La purification se fait sur colonne HR10/10 en G25 (SF) en tampon 
phosphate 0.1M ph7. 



30 



GSS11-CY5sulfolot iU!6 : 

Le protocole est le meme que pour le lot M5 ci-dessus mais avec un rapport 
molaire initial de 10 CY5sulfo/ anticorps. 
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GSSvi-C-YSsulfo lot IUi7 : 

Le protocole est le meme que pour le lot MS ci-dessus mais avec rapport 
molaire initial de 20 CYSsulfo/ anticorps . 

II - PRQPRIETES PHOTOPHY3IQUSS 

Exemple 7 : Comparison des rendements quantiques ex du ratio DO max / 
DO 604 nm 

Le rendement quantique reflate I'efficacite de I'entite fluorescente a restituer 
I'energie qu'elle re90it ; plus celui-ci est eleve, plus I'entite fluorescente est efficace. 
Ces rendement quantiques sont mesures en utilisant un fluorimetre. [.'excitation est 
effectuee a 600 nm, la fluorescence est mesuree de 615 a 750 nm. L'aire des 
spectres de fluorescence obtenus est calcuiee et utiiisee pour determiner les 
rendements quantiques, 

Le rapport molaire final (RMF) exprime te nombre de fluorophores couples 

de maniere covalente a la proteine. 

Les spectres d'absorption des entites fluorescentes perrnettent de calculer le 
ratio DO max / DO 604 nm. Ce ratio reflate un eventuel phenomene d'agregation 
des fluorophores, par exempie CY5, a la surface des proteines marquees, par 
exemple I'anticorps GSS1 1 ou la streptavidine. 

Le rendement quantique et le ratio DO max / DO 604 nm sont determines 
pour differents composes synthetises selon les exemples precedents. 

7.1/ Les resultats rapportes dans le tableau 1 ci-dessous concernent les 
conjugues de reference (ne comprenant pas ^oligonucleotide) prepares dans 
Texemple 6 ci-dessus. 
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Tableau 1 





Rapport molaire 


DO wax / 


Rendement 




final (RMF) 


DO 604 nm 


quantique 


CY5sulfo-mono NHS 




3.16 


19% 


GSS11-CY5sulfo lotMS 


2.20 


2.18 


11 % 


GSS11-CY5sulfo lotM6 


3.80 


1.64 


4% 


GSS11-CY5sulfo lotM7 


6.00 


1.24 


1 % 



Ces resultats montrent que Ie couplage de la cyanine suifonee CYSsulfo 
5 avec un anticorps GSS11 entrame une diminution du rendement quantique, liee 
notamment a un phenomene d'agregation de CY5 a la surface de I'anticorps 
comme le montre la diminution du rapport DO max / DO 604 nm. 

Cette diminution est d'autant plus importante que le nombre de molecules 
de CY5 par molecule d'anticorps (RMF) augmente. 

10 

7.2/ Les resultats rapportes dans le tableau 2 ci-dessous concernent les 
conjugues prepares dans les exemples 4 et 5. Les composes CY5-T10-hexylamine 
et CY5-T15-hexyIamine utilises a titre de references sont prepares comme decrits 
dans Texemple 1 . 

15 

Tableau 2 





Rapport molaire 


DO Max f 


Rendement 




final (RMF) 


DO 604 nm 


quantique 


CY5-T1 5-hexylamine 




2.79 


25% 


GSS11-T15-CY5 lot 02B (mal) ) 


4.30 


2.59 


19% 


GSS11-T15-CY5 lot 03 (mal ) 


1.40 


2.59 


18% 


GSS11-T15-CY5!ot 01 (NHS) 


2.00 


2.67 


20% 


GSS11-T15-CY5 lot 02 (NHS) 


5.10 


2.63 


20 % 


CY5-T1 0-hexvlamrne 




2.78 


26% 


GSS11-T10-CY5 lot OKmal) 


4.60 


2.38 


14% 



Ces resultats montrent qu'en couplant I'anticorps GSS11 avec des entites 
20 fluorescentes selon Tinvention, on observe une tres faible diminution du rendement 



1er depot 



26 



• 



quantique et du rapport DO max / DO 604 nm en comparaison avec le conjugue de 
reference, pour des RMF croissants. Ceci montre clairement que les entites 
fluorescentes selon ^invention presentent des proprietes totalement inattendues en 
terme de diminution de I'agregation a la surface de la proteine marquee (ici 
PanScorpsGSSH). 

De plus, le resultat obtenu est independant du mode d'activation du 
compose CY5-T15-hexylamine (DSS ou SSMCC). 

Exemple 3 : Spectre de fluorescence a concentration constanie en anticorps 

Afin de comparer le niveau de fluorescence obtenu avec les differents 
conjugues, des spectres Remission de fluorescences (intensite de fluorescence en 
fonction de la longueur d'onde d'emission) ont ete realises avec une concentration 
constante en anticorps (50 nM). Ces spectres sont realises sur un 
spectrofluorim&tre LS50B (PerkinElmer), regie de la facon suivante : longueur 
d'onde excitation 800 nm, longueur d'onde emission 315 a 750 nm, Vitesse de 
baiayage 480 nm/min. A partir de ces spectres, il est possible de determiner 
Tintensite de fluorescence du conjugue en calculant I'aire du spectre obtenu par 
integration. 

La figure 1 donne la relation entre le RMF des conjugues GSS11-CY5 sulfo 
et GSS11-T15-CY5 et leur intensite de fluorescence. 

Les symboles suivants sont utilises : 

— o — represente le conjugue GSS1 1-CY5 sulfo 

— O — represente le conjugue GSS11-T15-CY5 

Le graphe de la figure 1 montre que, dans les cas des conjugues GSSVI- 
CYSsulfo, I'augmentation du RMF du conjugue conduit a une baisse de sa 
fluorescence giobale, du fait ds ['extreme agregation du CY5 a la surface de 
Tanticorps. Par contre, dans le cas des conjugues GSS11-T15-CY5, Tabsence 
d'agregation du CY5 permet le maintien d'un rendement quantique eleve et, des 
iors, Tobtention d'une fluorescence giobale quasiment proportionnelle au nombre de 
CY5 par anticorps. 



* 
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HI - UTILISATION PES EHTITES FLUORESCEMTES SELOM LJMVEMTtQM 
PAHS PES DOSAGES DE TYPE FRET <* Fluorescence Resonance 
Energy Transfer ») 

Exemple 9 : 

Les entites fluorescentes selon Tinvention peuvent etre utilisees dans des 
systemes de type FRET bien connus de I'homme du metier. 

Dans le present exemple, la Glutatione S-transferase biotinylee (GST- 
biotine) est detectee par mesure de la fluorescence emise par un compose 
accepteur, resultant d'un transfer! d'energie entre un compose donneur (conjugue 
cryptate d'Europium-Streptavidine (K(Eu)-Sa)) et un accepteur contenant une entite 
fluorescente selon invention selon invention (conjugue GSS11-oiigonucleotide- 
CY5). 

Protocole d'essai : 

L'essai est effectue en utilisant un fluorimetre (Discovery, Packard) dont la 
longueur d'onde d'excitation est 337 nm. La fluorescence est mesuree a 665 et 620 
nm. 

Tampon de I'essai : Hepes 50 mM pH7 0,1% BSA, 400mM KF. 
Reactifs : GST-biotine solution 20 nM 

Donneur : Sa-K(EU) NHS (CIS bio international) 

Accepteur : GSS1 1-XL665 (CIS bio international) utilise comme reference 



GSS11-T15-CY5 lot 02B ma! (ex. 4) 
GSS11-T15-CY5 lot 03mal (ex. 4) 
GSS11-T15-CY5 lot 01 NHS (ex. 5) 
GSS11-T15-CY5 lot 02NHS (ex. 5) 
GSS11-T10-CY5 lot 01mal (ex. 4) 
GSS11-T15-CY5 lot 01mal (ex.4) 



RMF 4,3 
RMF 1,4 
RMF 2 
RMF 5,1 
RMF 4,6 
RMF 8,7 



On incube 20h a temperature ambiante le melange suivant : 

- 50 pi de GST-biotine a 0 - 0,31 - 0,62 - 1 ,25 - 2,5 ou 5 nM final 

- 100 pi d' accepteur a 2,5 nM final 

- 50 pi de donneur a 1 nM final 
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La figure 2 represente revolution du signal (% delta F) en fonction de 
revolution de la concentration en GST-biotine. 



5 Les symboles suivants sont utilises : 

— O— GSS11-XL-665 

— O— represente le conjugue GSS11-T15-CY5 lot 02 NHS 
— □— represente le conjugue GSS1 1-T1 5-CY5 lot 01 NHS 
— A — represente le conjugue GSS1 1 -T15-CY5 lot 02B mal 
1 0 —X— represente le conjuguS GSS1 1-T15-CY5 lot 03 mal 

represente le conjugue GSS11-T10-CY5 lot 01 mal 

Le graphe de la figure 2 rnontre I'interet des entites fluorescentes selon 
invention en tant que marqueurs fluorescent dans un essai de type FRET. En effat, 
dans tous les cas, le signal observe en utilisant les entites fluorescentes selon 
15 Tinvention est superieur ou egai a celui obtenu avec le compose accepteur de 
reference (XL). 

Example 10 : Duree de vie et efffcacrle d® transfer* des conjugues 



20 Les durees de vie et Tefficacite de transfer! obtenues dans le dosage de 

type FRET tel que celui de I'exemple precedent ont ete calculees. Les conjugues 

testes ont ete prepares comme decrit dans les exemples 4 et 5, le conjugue 

GSS11-XL665 sen/ant de reference. 

Les resuitats sont rapportes dans le tableau 3 ci-dessous. 
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Tableau 3 





Sa-K lot 14 
( produit generique NHS ) 




Duree de vie du 
FRET en ms 

(tfret) 


Duree de vie du 
K libre en ms 

(tcryptate) 


Efficacite de 
transfer! en % 

H^FRET^ tcryptate) 


GSS11-T10-CY5 lot 01mal 


0.16 


0.969 


83% 


GSS11-T5-CY5 lotOlmal 


0.21 


1.030 


80% 


GSS11-T15-CY5 lot 03mal 


0.21 


1.054 


79% 


GSS11-T5-CY5 Iot02mal 


0.16 


1.001 


83% 


GSS11-T15-CY5 lot 01 NHS 


0.17 


0.997 


83% 


GSS11-T15-CY5 lot 02 NHS 


- 0.13 


1.038 


87% 


GSS11-XL665 


0.27 


1.033 


73% 



Les resultats montrent que Tefficacite du transfert d'energie entre le 
5 compose donneur et les conjugues selon Pinvention utilises comme accepteurs est 
significativement plus elevee pour les conjugues selon I'invention que pour le 
conjugue XL665 (controle). 
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REVEMDICATIQMS 

1 . Entite fluorescente comportant un fluorophore a I'exception d'un cryptate de 
terre rare, lie de maniere covalente a un ou plusieurs oligonucleotide(s) ou 

5 analogue(s) d'oligonuc!eotide(s), caracterisee en ce qu'elle comporte au moins un 
groupe fonctionnel, introduit ou genere sur le fluorophore ou Tun des 
oligonucleotides ou analogues d'oligonucleotides. 

2. Entite selon la revendication 1, caracterisee en ce que Foligonucleotide ou 
10 I'analogue d'oligonucleotide comprend de 2 a 60 unites nucleotidiques. 

3. Entite seion les revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que , le groupe 
fonctionnel peut etre lie a ladite entite par I'intermediaire d'un bras d'espacement. 

15 4. Entite selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
que le fluorophore comprend un ou plusieurs noyaux aromatiques et a un 
coefficient d'extinction moleculaire eleve, superieur a 20000, de preference 
superieur a 50000. 

20 5. Entite selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que !e 
fluorophore est choisi parmi les rhodarnines, les cyanines, les squaraines, les 
bodipys , les fluoresceines et leurs derives. 

6. Entrte selon Tune quelconque des revendication 1 a 5, caracterisee en ce 
25 que le groupe fonctionnel est choisi parmi les groupes : maleimide, acide 
carboxylique, haloacetamide, halogenure d'alkyie, azido, hydrazido, aldehyde, 
cetone, amino, sulfhydryl, isothiocyanate, isocyanate, monochlorotriazine, 
dichiorotriazine, aziridine, halogenure de sulfonyle, halogenure d'acide, 
hydroxysuccinimide ester, hydroxysulfosuccinimide ester, imido ester, hydrazide, 
30 azidonitrophSnyl, azidophenyl, azide, 3-(2-pyridyl dithio)-proprionamide, glyoxal et 
plus particulierement les groupements de formule : 
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O 

O 




ou n varie de 0 a 8 et p est egai a 0 ou 1, et Ar est tin heterocycle a 5 ou 6 
chaTnons comprenant 1 a 3 heteroatomes, eventuellement substitue par un 
atome d'halogene. 
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7. Entite fluorescente selon selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, 
de formule (I): 




(I) 

5 dans laquelle : 

- A represente un groupe choisi parmi : 




10 

— N(R 3 )r 

r = 2 ou 3 

- les lignes en pointille representent chacune les atomes de carbone necessaires 
15 pour former 1 a 3 cycles fusionnes, les groupes R3 etant attaches a ces cycles ; 

. X et Y representent chacun N, C=0, O, S ou C(CH 3 ) 2 

- m vaut 1 , 2, 3 ou 4 ; 

- q vaut 1 ,2 ou 3 ; 

- (Rs) q represente q groupes R 3 , identiques ou differents ; 

20 - les groupes R 2l R3 sont identiques ou differents sont choisis parmi 
I'hydrogene; un groupe -<CH2) S -Z dans lequel s varie de 0 a 4 et Z represente 
un groupe CH3, S0 3 H, OH ou N + R-|R2R3 dans lequel R-|, R2 et R3 sont tels 
que definis ci-dessus ; un groupe fonctionnel tel que defini dans la revendication 
6 ; et un oligonucleotide ou analogue d'oligonucleotide comportant 

25 eventuellement un groupe fonctionnel tel que defini dans la revendication 6 ; 
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- R4 est choisi parmi :H ; OH ; CH 3 ; CI et les groupes de formule : 




COOH 



les substituants R 4 en position allylique pouvant former avec la chaine 
5 polyethylenique 1 a 3 cycles fusionnes contenant de 4 a 14 atomes, satures ou 
non, lesdits cycles pouvant contenir un ou plusieurs atomes de O, N, S et 
eventuellement etre substitues par un groupe oxo. 

8. Entite fluorescente selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, de 
10 formule (II) ou (III): 



o 




R1 

(ID 



ou 




o 




(III) 



dans lesquelles 

- les lignes en pointille represented chacune les atomes de carbone necessaires 
5 pour former 1 a 3 cycles fusionnes, les groupes R3 etant attaches a ces cycles ; 

- X represente N, C=0, O, S ou C(CH 3 ) 2 ; 

- m vaut 1, 2, 3ou4 ; 

- qvaut1 t 2ou3; 

(Ra) q represente q groupes R 3 , identiques ou differents ; 

10 - les groupes R1 et R 3l identiques ou differents sont choisis parmi I'hydrogene; un 
groupe -(CH2) S -Z dans lequel s varie de 0 a 4 et Z represente un groupe CH3, 
SO3H, OH ou N + R-|R 2 R3 dans lequel R<j, R2 et R3 sont tels que definis cl- 
dessus ; un groupe fonctionnel tal que defini dans la revendlcation 6 ; un 
oligonucleotide ou analogue d'oligonucleotide comportant eventuellement un 

15 groupe fonctionnel tel que defini dans la revendication 6. 

- R4 est choisi parmi :H ; OH ; CH 3 ; CI et les groupes de formule : 
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\=/ 

les substituants R 4 en position allylique pouvant former avec la chatne 
polyethylenique 1 a 3 cycles fusionnes contenant de 4 a 14 atomes, satures ou 
5 non, lesdits cycles pouvant contenir un ou plusieurs atomes de O, N, S et 
eventuellement etre substitues par un groupe oxo. 

9. Entite fluorescente selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, de 
formule (IV), (V), (VI) ou (VII): 

10 
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- dans iesquelles R 1t R 2> R3 et R 5 sont identiques ou differents et sont choisis 
parmi I'hydrogene; un groupe -(CH2) S -Z dans lequel s varie de 0 a 4 et Z 
represente un groupe CH3, S0 3 H t OH ou N+R^Rs dans lequel R-j, R2 et R3 

5 sont tels que d£finis ci-dessus ; un groupe fonctionne! tel que defini dans la 

revendication 6 ; et un oligonucleotide ou analogue d'oligonucleotide comportant- 
eventuellement un groupe fonctionnel tel que defini dans la revendication 6 ; 

- qvaut1,2ou3. 

10 10. Entite fluorescente selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, de 
formule (VIII): 



15 




(VIII) 

dans laquelle les substituants R 6 a R 12 sont choisis parmi : I'hydrogene ; un 
halogene ; un alkyle ; un cycloalkyle ; aryl ; arylalkyl ; acyl ; sulfo ; un groupe 
fonctionnel tel que defini dans la revendication 6 ; et un oligonucleotide ou analogue 
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^oligonucleotide comportant eventuellement un groupe fonctionnel choisi parmi 
ceux cites dans la revendication 6. 

1 1 . Entite selon la revendication 7, de formule (IX) : 

(IX) 




dans laquelle R 1f R 2 , R3, R4, X, Y, m et q sont tels que definis plus haut. 

12. Entite selon la revendication 11, dans laquelle X et Y represented chacun 
un groupe C(CH3)2- 

13. Entite selon la revendication 1 1 , dans laquelle 

- Ri et R 2 represented un alkyle comportant de 1 a 4 atomes de carbone ou 
un groupe de formule ci-dessous, Tun au moins des groupes R-j et R2 
representant un groupe de formule ci-dessous : 




— (H 2 C) 5 — COO N 

Y 

o 

- R4 represente I'hydrogene 

- q = 1,m = 2 

- R 3 represente I'hydrogene; un groupe -{QM^-J. dans lequel s varie de 0 
a 4 et Z represente un groupe CH3, S0 3 H, OH ou N + Ri R2R3 dans 
lequel R-j, R2 et R3 sont tels que definis ci-dessus ; un groupe 
fonctionnel tel que defini dans la revendication 6 ; un oligonucleotide ou 
analogue d'oligonucleotide comportant eventuellement un groupe 
fonctionnel tel que defini dans la revendication 6 ; 
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# 



R4 est choisi parmi :H ; OH ; CH 3 ; CI et les groupes de formule : 




COOH 



5 les substituants R4 en position allylique pouvant former avec la chaTne 

polyethylenique 1 a 3 cycles fusionnes contenant de 4 a 14 atomes, satures ou 
non, lesdits cycles pouvant contenir un ou plusieurs atomes de O, N, S et 
eventuellement etre substitues par un groupe oxo. 

10 14. Entite selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, caracterisee en ce 
que le fluorophore est lie de maniere covalente & i'oligonucleotide soit directement, 
soit par I'intermediaire d'un bras d^espacement. 

15, Entite selon la revendication 14, caracterisee en ce que le fluorophore est lie 
a Toligonucieotide par Tintermediaire d'un bras d'espacement constitue par un 
15 radical organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en 
d-C^, contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou triples 
liaisons et/ou contenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, tels que 
Toxyg&ne, Tazote, le soufre, !e phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyle 
ou carboxamido ; les groupes cycloalkylene en C 6 -C 8 et les groupes arylene en C 6 - 
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C Ut lesdits groupes alkyiene, cycloalkylene ou arylene etant eventuellement 
substitues par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 

16. Entite selon la revendication 15, caracterisee en ce que le bras 
5 d'esp3cement est choisi parmi les groupes : 



o 



10 




dans lesquels et n 2 sont compris entre 2 et 6. 

17. Entite selon Tune quelconque des revendications 1 a 16, caracterisee en ce 
15 que roligonucleotide comprend de 5 a 60, en particulier 5 a 20, de preference de 5 
a 15 unites nucleotidiques. 
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18. Entite seion la revendication 17, caracterisee en ce que I'oligonucleotide est 
constitue d'un enchatnement d'unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides 
liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester. 

5 19. Entite selon la revendication 17, caracterisee en ce que i'oligonucleotide est 
constitue d'un enchatnement d'unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides ou 
d'unites analogues de nucleotide modifiees sur le sucre ou sur la base, liees entre 
elles par des liaisons internucleotidiques naturelles de type phosphodiester, une 
partie des liaisons internucleotidiques etant eventueilement remplacee par des 
10 liaisons phosphonate, phosphoramide ou phosphorothioate. 

20. Entite selon la revendication 17, caracterisee en ce que I'oligonucleotide est 
constitue d'un enchatnement comprenant a la fois des unites ribonucleotides ou 
desoxyribonucleotides liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester et 

15 des unites analogues de nucleosides liees entre elles par des liaisons amide. 

21. Entite selon la revendication 17, caracterise en ce que I'oligonucleotide est 
constitue d'un enchatnement d'unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides 
liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester et d'unites analogues de 

20 nucleosides liees entre elles par des liaisons amide, ledit oligonucleotide 
comprenant au moins 5 liaisons internucleotidiques de type phosphodiester a 
I'extremite destinee a etre liee au fluorophore. 

22. Entite selon Tune quelconque des revendications 1 a 21, caracterisee en ce 
25 que le groupe fonctionnel est une fonction amine d'une unite nucieotidique de 

['oligonucleotide ou de ('analogue d'oligonucleotide, ou resulte de la reaction d'une 
fonction amine libre d'une unite nucieotidique de I'oligonucleotide ou de Tanalogue 
d'oligonucleotide avec un groupe choisi parmi les groupes ester, acide 
carboxylique, isothiocyanate, aldehyde, carbonyle, halog^nure de sulfonyle, 
30 halogenure d'alkyle, azide, hydrazide, dichlorotriazine, anhydride, 
halogenoacetamide, maieimide et sulfhydryle. 

23. Entite selon Tune quelconque des revendications 1 a 22, caracterisee en ce 
que le groupe fonctionnel resulte de la reaction d'une fonction amine libre d'une 
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unite nucleotidique de I'oligonucleotide ou de I'analogue ^oligonucleotide avec un 
sster de N-hydroxysuccinimidyle. 

24. Entite selon les revendications 1 a 23, caracterisee en ce que le ou les 
5 groupes fonctionnels sont lies au fluorophore et/ou a I'oligonucleotide par 
Tintermediaire d'un bras d'espacement constitue par un radical organique bivalent, 
choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en C1-C20, contenant 
eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou triples liaisons et/ou contenant 
eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, tels que I'oxygene, l'azote, le soufre, 
10 le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyle ou carboxamido ; les 
groupes cycloalkylene en C 5 -C 8 et les groupes arylene en CVCi 4l lesdits groupes 
alkylene, cycloalkylene ou arylene etant eventuellement substitues par des groupes 
alkyle, aryle ou sulfonate. 

15 25. Entite selon la revendication 24, caracterisee en ce que le bras 
d'espacement est choisi parmi les groupes : 



— (CH 2 )n t 




;CH2)n 2 — 



O 



_ <CH 2 ) ni 




o' 



S — — (CH 2 )n 2 — 



20 



m 
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O 



— (CH 2 )n 1 — NH 




,NH-(CH 2 )n 2 — 



dans lesquels et rH? sont compris entre 2 et 6. 

5 26. Conjugue fluorescent constitue d'une entite selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 25 liee de maniere covalente a une molecule porteuse. 

27. Conjugu£ selon ia revendication 26, caracterisee en ce que le rapport 
molaire final est superieur a 0 et inferieur a 100, de preference superieur a 0 et 

10 inferieur a 20. 

28. Conjugue fluorescent selon I'une des revendications 26 ou 27, caracterise 
en ce que la molecule porteuse est un anticorps, un antigene, un messager 
intracellulaire, un messager intercellulaire, une proteine, un peptide, un haptene, 

15 une lectine, la biotine, Tavidine, la streptavidine, une toxine, un glucide, un 
oligosaccharide, un polysaccharide, un acide nucleique, une hormone, une 
vitamine, un medicament, un polym&re, une particule polymerique, du verre, une 
particule de verre ou une surface en verre ou en polymere. 

20 29. Conjugue fluorescent selon la revendication 28, caracterise en ce que la 
molecule porteuse est un anticorps ou la streptavidine. 

30. Utilisation d'une entite fiuorescente selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 25 ou d'un conjugue fluorescent selon Tune quelconque des 

25 revendications 26 a 29 comme traceur fluorescent. 

31. Utilisation selon !a revendication 30, pour la detection et/ou la determination 
par fluorescence d'un analyte dans un milieu susceptible de le contenir. 



30 32. Utilisation selon la revendication 31, pour la determination d'une interaction 
entre biomolecules ; pour la determination d'une activite biologique telle que : une 
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activite enzymatique, I'actrvation d'un recepteur membranaire, la transcription d'un 
gene, un transport membranaire, une variation de la polarisation membranaire. 

33. Utilisation selon les revendications 30 a 32 dans un precede de criblage de 
5 medicaments. 

34. Utilisation selon la revendication 33, dans laquelie on utilise un conjugue 
fluorescent selon i'une quelconque des revendications 26 a 29 en tant que 
compose fluorescent accepteur en presence d'un compose fluorescent donneur. 

10 

35. Utilisation selon la revendication 34, dans laquelie on utilise un conjugue 
fluorescent selon I'une quelconque des revendications 26 a 29 en tant que 
compose fluorescent donneur en presence d'un compose fluorescent accepteur. 

15 36. Utilisation selon la revendication 34, en microscopie de fluorescence, en 
cytometrie de flux, en polarisation de fluorescence ou en correlation de 
fluorescence. 

37. Utilisation d'un conjugue selon Tune des revendications 26 a 30 en tant 
20 qu'agent de contraste pour I'imagerie optique in vivo. 

38. Proced£ d'augmentation de Pintensite de fluorescence d'un fluorophore lie a 
une molecule porteuse, caracterise en ce qu'on utilise comme fluorophore une 
entity fluorescente selon I'une des revendications 1 a 25. 

25 

39. Procede de diminution du phenomene d'agregation a la surface d'une 
molecule porteuse liee a un fluorophore, caracterise en ce qu'on utilise a la place 
dudit fluorophore une entite fluorescente selon I'une des revendications 1 a 25. 

30 40. Procede d'augmentation de rendement quantique d'un fluorophore lie a une 
molecule porteuse, caracterise en ce qu'on utilise comme fluorophore une entite 
fluorescente selon I'une des revendications 1 a 25. 
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